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RESUMO

A COVID-19 resultou em significativos impactos econdmicos € um tragico numero de Obitos.
Durante a pandemia, o Brasil teve uma testagem clinica escassa, e isso favoreceu o agravamento
da doenga. A Epidemiologia Baseada em Esgoto (EBE) ¢ uma ferramenta que possibilita a
deteccdo do material genético do SARS-CoV-2 fragmentado presente no esgoto, e permite o
monitoramento em larga escala da COVID-19. O presente trabalho teve como objetivo detectar
e quantificar fragmentos de RNA do SARS-CoV-2, agente causador da COVID-19, no esgoto
da Universidade Federal de Alfenas — campus Pocos de Caldas e buscar uma relagdo entre a
concentracdo de RNA viral e as caracteristicas fisico-quimicas do esgoto. As coletas do esgoto
bruto foram realizadas no poco de sucg¢do da elevatdria de esgoto da universidade. Juntamente
com as andlises de biologia molecular realizou-se a caracterizacdo do esgoto através dos
parametros fisico-quimicos, incluindo, Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO), pH, série de solidos, sulfato e fosforo. Esses parametros objetivou
a caracterizacao do esgoto para evitar deturpacdo das amostras, por diluicao e outros fatores
interferentes. Foi encontrado RNA viral em todas as semanas analisadas, com concentragao
média de 3,74x10° copias de RNA/L. A deteccio do material genético indica a presenca de
alunos ou colaboradores positivos para a doenca no campus. A analise de correlacdo por
Spearman mostrou elevadas correlagdes entre os parametros de esgoto, mostrando que o esgoto
em estudo possuiu caracteristicas semelhantes aos esgotos sanitarios encontrados nas cidades,
assegurando que as amostras utilizadas nao sofreram impactos significativos de dilui¢ao entre
outros possiveis fatores externos. Especificamente no que diz respeito a correlagdo com a
concentragdo de RNA viral, os solidos sedimentaveis apresentaram forte correlagdo, superior a

0.591.

Palavras-chave: COVID-19; epidemiologia baseada em esgoto; RT-qPCR; SARS-CoV-2;

vigilancia.



ABSTRACT

COVID-19 has resulted in significant economic impacts and a tragic number of deaths. During
the pandemic, Brazil experienced limited clinical testing, which contributed to the exacerbation
of the disease. Wastewater-based epidemiology (WBE) is a method that enables the detection
of fragmented SARS-CoV-2 genetic material present in wastewater, allowing for large-scale
monitoring of COVID-19. This study aimed to detect and quantify RNA fragments of SARS-
CoV-2, the causative agent of COVID-19, in the sewage of the Federal University of Alfenas
— Pocos de Caldas campus and to investigate a relationship between the concentration of viral
RNA and the physicochemical characteristics of the wastewater. The raw sewage was collected
from the suction well of the university's sewage pumping station. Along with molecular biology
analyses, sewage was characterized using physical-chemical parameters, including
Biochemical Oxygen Demand (BOD), Chemical Oxygen Demand (COD), pH, series of solids,
sulfate and phosphorus. These aimed to characterize the sewage to avoid distortion of the
samples, due to dilution and other interfering factors. Viral RNA was found in all weeks
analyzed, with an average concentration of 3.74x10° copies RNA/L. The detection of genetic
material indicates the presence of students or employees positive for the disease on campus.
The Spearman correlation analysis showed high correlations between the sewage parameters,
showing that wastewater in this study had similar characteristics to the sanitary sewage found
in cities, ensuring that the samples did not suffer significant impacts from dilution among other
possible external factors. With regard to the correlation with the concentration of viral RNA,

settleable solids showed a strong correlation, greater than 0.591.

Keywords: COVID-19; wastewater-based epidemiology; RT-qPCR; SARS-CoV-2;

surveillance.
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1 INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, houve um reporte a Organizagao Mundial de Saude (OMS) sobre
casos de pneumonia com origem desconhecida na China. No més de janeiro de 2020 foi
identificado o novo coronavirus, intitulado coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave
(SARS-CoV-2), que causa a COVID-19 em humanos (WHO, 2020). A pandemia da COVID-
19 foi decretada pela OMS em marg¢o de 2020 e desde essa data a doenga acometeu inimeras
vitimas fatais e instabilidades econdmicas no mundo (Ciotti ef al., 2020).

De forma geral, os sintomas relacionados a COVID-19 ndo sdo especificos e sdo muito
semelhantes as infec¢des causadas por outros virus. Utku ez al. (2020), mencionam a tosse como
o principal sintoma de pacientes positivos para a doenga, seguida de fraqueza, confusao do
olfato e paladar, mialgia e febre. Para pacientes ja acometidos e negativados, a tosse continua
sendo o principal sintoma, seguida de fraqueza, dispneia, dor de cabega e febre. Além do
sistema respiratorio, o SARS-CoV-2 pode acometer o sistema nervoso, digestivo e
cardiovascular, causando dores de cabeca e peito, diarreia e falta de apetite (Weng; Su; Wang,
2021).

Desde o inicio da pandemia contabiliza-se mais de sete milhdes de 6bitos no mundo,
sendo sua maioria localizada nas Américas. Em contrapartida esse continente ndo apresenta
maior nimero de casos no ranking global, que ¢ ocupado pela Europa (WHO, 2024). Ainda de
acordo com a World Health Organization (WHO, 2024), o Brasil ¢ o segundo Pais do mundo
que apresenta maior quantidade de obitos devido as complicagdes da COVID-19, esses sao
superiores a 700 mil. Em relagdo ao numero de casos constatados, o pais se posiciona em sexto
lugar no ranking mundial, com mais de 37,5 milhdes de casos acumulados desde o inicio da
pandemia, sendo que o primeiro caso ocorreu no dia 25 de fevereiro de 2020, confirmado pelo
Ministério da Saude (Rodriguez-Morales et al, 2020). Essas observagdes sugerem que ocorreu
uma letalidade maior da doenga no Brasil, comparando com outros paises, ou houve escassez
de testes clinicos realizados nesse, dificultando avaliar o cenario real da COVID-19.

Chernicharo et al. (2021) atirmam que o Brasil possuia um nimero pequeno de testagem
clinica, e esse fato pode camuflar a quantidade de casos reais em uma determinada comunidade.
Isso se atribui a presenca de limitagdes, como, o emprego de testes precisos e disponibilizagdo
de materiais necessdrios para a aplicacdo de testes, visto que o Brasil depende de importacao
de diversos insumos (Magno et al., 2020).

Além de testes respiratdrios apresentarem positivos para a presenca de SARS-CoV-2,

Wu et al., (2020), encontraram RNA viral em amostras fecais de 55% dos pacientes positivados
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para COVID-19, possivelmente o virus se mantém nas fezes por até 5 semanas ap6s o resultado
negativo da amostra respiratdria. Ao associar a ideia de que aproximadamente metade da
populagdo infectada pelo novo coronavirus excreta-o nas fezes (Medema et al., 2020a) ao fato
de ndo haver testagem clinica suficiente para monitoramento real da pandemia, a epidemiologia
baseada em esgoto (EBE) se tornou uma ferramenta para entender melhor o comportamento da
doenga na populagao.

A EBE tem potencial para vigilancia de doengas, visto que o esgoto possui uma grande
carga de patogenos que sdo excretados pela populacdo por meio das fezes (Choi ef al., 2018).
Além disso, se mostra uma o6tima ferramenta de alerta precoce da COVID-19, considerando
que a eliminagdo do RNA do SARS-CoV-2 por meio das fezes pode ocorrer antes do inicio dos
sintomas (Zhu et al., 2021). A EBE facilita a logistica do sistema de satide antes que tenha um
aumento substancial de casos, por identificar a carga viral excretada por pessoas sintomaticas
e assintomaticas, que estdo acometidas pelo SARS-CoV-2 e ndo realizaram o teste clinico
(Chernicharo et al., 2021).

Neste cenario, o monitoramento do esgoto para identificar ¢ mensurar o RNA viral do
SARS-CoV-2 em ambientes universitarios se mostra de vital importancia. Por meio de analise
do esgoto, ¢ possivel implementar um controle mais eficaz das medidas preventivas, reduzindo
riscos de surtos dentro do campus em estudo. Além disso, considerando que uma universidade
constitui uma comunidade de dimensdo menor em compara¢do com uma cidade inteira, a
disseminagdo de informagdes ocorre de forma mais &gil, promovendo uma maior
conscientizacdo dentro da comunidade académica acerca das agdes preventivas necessarias.
Portanto, este estudo teve como finalidade a deteccdo e quantificagdo do SARS-CoV-2 no

sistema de esgoto da Universidade Federal de Alfenas, localizada no campus Pogos de Caldas.

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dentro do escopo dessa pesquisa, os objetivos especificos foram definidos da seguinte
forma:
a) Executar a coleta do esgoto e sua subsequente caracterizagdo, abrangendo analises fisico-
quimicas e microbiologicas;
b) Calcular a vazao do esgoto nos dias os quais a coleta foi realizada;
¢) Empregar a técnica de RT-qPCR para quantificar as copias de RNA viral do SARS-CoV-
2 encontradas nas amostras de esgoto;

d) Estabelecer a correlagdo entre a quantidade de RNA viral e as propriedades fisico-



quimicas e microbiologicas identificadas no esgoto;
e) Elaborar estratégias para intervengdo para prevenir potenciais surtos do virus com base

nos dados coletados.

15
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 0 NOVO CORONAVIRUS E A COVID-19

Os coronavirus (CoV) tratam-se de virus envelopados, moderadamente esféricos e
medem em média 120 nm de didmetro (Lai; Cavanagh, 1997). De acordo com o International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2019), pertencem a familia Coronaviridae ordem
Nidovirales.

Esses virus podem acometer animais € humanos, e se caracterizam por causar surtos,
como ja observado nos anos de 2003 e 2015/2016, os quais causaram a sindrome respiratéria
aguda grave (SARS), e de 2012 a 2017 com a sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-
CoV) (Kasmi et al., 2020). Ao considerar que os dois principais grandes surtos de doengas
causadas por um coronavirus se iniciou na China, Fan et al. (2019), afirmam que h4 uma
proximidade muito grande entre os humanos e morcegos (hospedeiros primarios do virus) nesse
pais, além disso, a cultura chinesa sustenta a ideia de que se alimentar de animais recém-
abatidos ¢ nutricionalmente melhor, aumentando as chances de transmissao viral.

O SARS-CoV-2 ¢ o sétimo virus do tipo coronavirus capaz de infectar humanos.
Pertencem ao género Betacoronavirus, o qual estdo presentes o virus da SARS-CoV e MERS-
CoV (KO et al, 2020). Apresentam fita simples ndo segmentada, tendo seu genoma variando
de 26 a32 kb (ABULSOUD et al.,2023). A estrutura do SARS-CoV-2 consiste na glicoproteina
da membrana viral (M), glicoproteina spike (S), e o envelope (E) que estd anexo a bicamada
lipidica envolvendo o nucleocapsideo helicoidal (N), onde estd o RNA viral, conforme mostra
a Figura 1 (Kumar et al., 2020).

O novo coronavirus, assim como os demais, ¢ um virus zoonoético. Acredita-se que o
primeiro contato humano com o SARS-CoV-2 pode ter sido por meio do consumo de animais
comprados em uma feira regional em 2019 na China, rapidamente ocorreu transmissao entre
humanos e iniciou o surto da COVID-19 no mundo (Shereen et al., 2020). Para conter a
propagacao do virus foram tomadas medidas como a utilizacdo de mascaras, distanciamento

social e utilizacdo de sabonetes e alcool 70% nas maos (Abulsoud et al., 2023).
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Figura 1 — Estrutura do virus SARS-CoV-2, causador da COVID-19

Gliproteina da
membrana (M)

Glicoproteina
spike (S)

Proteina do
nucleocapsideo (N)

» Envelope (E)

RNA do SARS-CoV-2

Fonte: Adaptado de Kumar et al. (2020). Criado por BioRender

Mesmo com a tomada de medidas cabiveis pelos paises, a COVID-19 causou inimeros
obitos no mundo, contabilizando mais de sete milhdes de 6bitos (WHO, 2024). A letalidade da
doenca se difere em cada area. Enquanto a maior parte da populagcdo ndo apresentou sintomas,
cerca de 2% dessa foram acometidas pelo SARS-CoV-2 e apresentaram sintomas graves
(Shereen et al., 2020), como, pneumonia, faléncia dos 6rgaos, resultando em 6bitos.

Vale enfatizar que a forma como o virus afeta o ser humano ¢ dependente de alguns
fatores, sendo eles, idade, grupo sanguineo, taxa de sedimentacdo dos globulos vermelhos,
sendo que a gravidade da COVID-19 pode ser indicada pela quantidade de linfocitos,
hemoglobina e ferritina (Abulsoud et al., 2023).

O SARS-CoV-2 entra nas células humanas utilizando-se da glicoproteina spike (S),
presente na superficie externa do virus, que por meio da interagdo do seu subdominio chamado
dominio de ligacdo do receptor (RBD) e do receptor humano, a enzina conversora de
angiotensina 2 (ECA2) (Kumar et al., 2020).

As variantes que apareceram no decorrer da pandemia apresentaram mutagdes
principalmente na glicoproteina S, podendo influenciar, portanto, na transmissibilidade da
doenca. Pode-se citar a ocorréncia de aproximadamente 28 mil mutagdes no SARS-CoV-2.
Dentre as variantes existentes, as mais preocupantes, como denominadas pela Organizacao
Mundial da Satide (OMS), sdo as variantes Alfa, Beta, Gama, Delta e Omicron, cada uma surgiu

em uma parte do mundo, e se disseminou rapidamente por todos os paises (Abulsoud et al.,
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2023), as trés primeiras sdo responsaveis pela terceira onda de COVID-19, a variante Delta foi
responsavel pela quarta, e a quinta ocorreu devido a acdo da variante Omicron e suas
sublinhagens, essa ultima se tornou predominante no mundo em poucos dias (Cocherie ef al.,
2022).

A muta¢do viral diminui a resposta imunoldgica e aumenta a possibilidade de
reinfeccdo, interferindo, portanto, na eficicia das vacinas monovalentes existentes, que
promovem a acao de anticorpos neutralizantes inviabilizando a ligacdo da proteina S com as
células humanas, e assim diminui a disseminagdo da doenga e os sintomas graves causados pelo
SARS-CoV-2 (Abulsoud et al., 2023).

Para aumentar a eficiéncia da imunizagao, visto que foi diminuida devido ao surgimento
das novas variantes, no dia 22 de novembro de 2022 foi aprovado o uso emergencial da vacina
Comirnaty Bivalente Pfizer (Brasil, 2022). Essa ¢ caracterizada pela utilizacdo do RNA
mensageiro (MRNA) que codifica a proteina S da cepa original do SARS-CoV-2 e da variante
Omicron e algumas de suas sublinhagens. Administra-se apenas uma dose da vacina para

individuos vacinados a mais de dois meses pela vacina monovalente (Hause ef al., 2022).

2.2 VIAS DE TRANSMISSAO DO SARS-CoV-2

A COVID-19 ¢ uma doenga que se disseminou rapidamente em todo mundo,
culminando na pandemia que perdurou de 2020 a 2023. O virus ¢ de fécil transmissao e possui
diversas vias para acometer as pessoas. Tanto pacientes sintomaticos quanto assintomaticos
transmitem a COVID-19. Um estudo observou que os dois tipos de pacientes contribuem de
forma semelhante para a transmissao e disseminacdo do SARS-CoV-2, portanto ¢é preciso tomar
devidas medidas preventivas levando em consideracdao a transmissdo assintomatica, afim de
conter surtos (Chowdhury et al., 2022).

Dentre as vias de transmissoes possiveis da COVID-19, a principal ¢ humano-humano,
por meio das secrecdes respiratorias no ar. A transmissdo aérea da COVID-19 principalmente
em ambientes fechados ¢ um grande problema, pois a concentragdo de aerossois aumenta e
consequentemente disseminagdo do SARS-CoV-2 ¢ maior. Por isso ¢ importante manter o
distanciamento social, utilizar mascaras e desinfetar superficies em lugares lotados
(Noorimotlagh et al., 2021).

A partir do aglomerado de virus (viruletos) ejetados pela tosse ou espirro, Basak, Mitra
e Bandyopadhyay (2022) avaliaram a trajetoria desses, ¢ de acordo com seu diametro,

constatou-se que, o aglomerado de virus com didmetros maiores (300-500um) ndo conseguia
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se locomover por altas distdncias horizontais, porém viruletos menores (1-50um), em 5s
conseguiam atingir distdncias superiores a Sm. Por isso, o distanciamento social de 2 metros
prescritos por autoridades de saude nao seria suficiente para proteger da COVID-19.

A transmissao via dgua-humano também ¢ citada na literatura. Um estudo analisou a
transmissdo por meio de d4guas poluidas na India, observou-se o aumento expressivo de casos
em épocas de enchentes e rituais religiosos no pais, periodo que as pessoas tomam banho nas
aguas do Rio Ganges. A transmissao via agua-humano € um alerta para a ocorréncia de surtos,
visto que nessa situagcdo nao se tomam medidas de higiene para reduzir as taxas de infec¢ao,
além disso, o nitrito e nitrato presente em demasia no rio Ganges, pode acelerar a infec¢ao pelo
SARS-CoV-2 e a mutacao viral (Huang et al., 2022).

Relacionada a transmissao da COVID-19 via alimentos, mostra-se que a carne ¢ o leite
sdo alimentos de origem animal e apresentam caracteristicas que favorecem a sobrevivéncia do
SARS-CoV-2, por isso ¢ importante realizar o devido tratamento térmico nesses produtos como
cozimento e pasteurizagdo, respectivamente, garantindo a seguranca alimentar. Os vegetais e
frutas podem ser contaminados pelo SARS-CoV-2 e transmitir principalmente no momento de
irrigacdo com a utilizagdo de agua residual. Todos os outros alimentos podem sofrer
contaminagdo cruzada a partir da manipulagdo e infectar indiretamente os consumidores
(Abbasi et al., 2022).

Um estudo realizado por Ning et al. (2022), determinou a possibilidade da transmissao
via fecal-oral do SARS-CoV-2, pela verificacao de alguns fatores como a sobrevivéncia desse
ap6s a passagem pelo acido gastrico, indicando a possivel resisténcia do virus nessa etapa.
Também foi possivel verificar a presenca do virus nas fezes de pacientes acometidos pelo
SARS-CoV-2, e sobrevivéncia desse por dois dias, porém ressalta a necessidade de estudos
mais profundos sobre essa rota de transmissao.

Da mesma forma, ndo ha estudos at¢ o momento que comprovem a transmissao da
COVID-19 por esgoto. Pesquisas apontaram que nao hé infectividade do virus em efluentes.
Virus ativos precisam de uma célula hospedeira para se manterem vivos, ja os fragmentos do
seu RNA sdo encontrados corriqueiramente nas dguas residuais. Dessa forma, ao detectar RNA
viral nas 4guas residuais, ndo indica que o virus estd em sua forma ativa e provavelmente sao
amplificados os fragmentos de RNA do SARS-CoV-2 (Gogoi et al., 2024).

Outra via de transmissao ¢ a materno-fetal, que ¢ rara. Um estudo realizado por lacob et
al. (2022) mostrou que a transmissao vertical de SARS-CoV-2 da mae para o recém-nascido

ocorreu em 1,06% dos casos.
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2.3 METODOS DIAGNOSTICOS PARA O SARS-CoV-2

O Ministério da Saude apresenta trés tipos de diagnosticos para detectar a COVID-19,
sendo, o clinico, laboratorial e por imagem. O diagnostico clinico inicial ¢ dado pela sindrome
gripal, considerando o contato direto com pessoas positivas nos quatorze dias anteriores. O
diagnostico laboratorial envolve a biologia molecular, utilizando a transcri¢ao reversa seguida
de reacdo em cadeira da polimerase (RT-PCR) e a amplificacdo isotérmica mediada por loop
com transcriptase reversa (RT-LAMP). Abrange também a sorologia, com o ensaio de
imunoabsor¢do enzimdtica (ELISA), imunoensaio por quimioluminescéncia (CLIA) e
imunoensaio por eletroquimioluminescéncia (ECLIA). Compreende também os testes rapidos,
que incluem o de antigeno e anticorpo. Por fim, o diagnostico por imagem ¢ realizado pela
tomografia computadorizada de alta resolucao (Brasil, 2023).

Com o intuito de realizar a deteccdo do SARS-CoV-2 em pessoas durante a pandemia,
foram autorizados pela Food and Drug Administration (FDA) a utilizagdo de inumeros testes
laboratoriais, que se dividem basicamente em testes sorologicos e moleculares, Figura 2. O
primeiro possui o intuito de verificar a presenca dos anticorpos, identificando se a pessoa ja foi
acometida pelo SARS-CoV-2. O segundo ¢ capaz de identificar a doenca em sua fase ativa a

partir da deteccdo de 4cido nucleico do virus (Mansourabadi et al., 2021).

Figura 2 — Esquema representativo dos testes diagnosticos para a COVID-19
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Em relacdo aos diagndsticos laboratoriais para a COVID-19, a Organiza¢do Mundial da
Saude (World Health Organization) (WHO, 2020) recomenda a preferéncia por testes que
envolve a amplifica¢ao do 4acido nucleico (NAAT) para detec¢ao do gene do SARS-CoV-2, por
se tratar de ensaios mais confidveis. Porém, ndo exclui a utilizagao de testes rapidos, também
conhecido como teste do antigeno, normalmente esses sdo desenvolvidos utilizando o ensaio
de fluxo lateral (LFA), e ndo ¢ um método com grande sensibilidade comparando-o com o
NAAT, o teste rapido tem resultados em 15 a 30 minutos. A OMS nao recomenda a realizacao
de testes qualitativos de anticorpos para diagnosticar a fase aguda da COVID-19, sendo que
esses confirmam a resposta do paciente apds o acometimento pelo SARS-CoV-2.

O RT-qPCR, ELISA e LFA sdo metodologias que ocorrem frequentemente para a

deteccao do SARS-CoV-2 em amostras e estdo descritas a seguir.

2.3.1 Transcricio reversa seguida de reacio em cadeia da polimerase (RT-PCR)

O ensaio de RT-PCR ¢ reconhecido como o ensaio padrao para COVID-19. A partir da
deteccao do gene alvo do RNA, consegue detectar a presenca do virus da amostra. Os genes
alvos utilizados sao diversos, dependendo do fabricante dos kits, visando uma ou mais regides
génicas. Normalmente a deteccao e inicio da amplificagdo do SARS-CoV-2 ¢ obtida pelo limiar
do ciclo (Cycle threshold - Ct), que se refere a quantidade de ciclos necessarios para emissao
de um sinal fluorescente que ultrapassa a linha limite (threshold). Quando o niumero de ciclos
for menor que 40, considera a amostra positiva para o virus, sendo assim, o valor de Ct ¢
inversamente proporcional a carga viral (Sethuraman; Jeremiah; Ryo, 2020).

O ensaio do RT-PCR consiste na amostragem de excretas humanas, como, saliva, fezes,
urina, posteriormente ocorre a extragdo do RNA dessas amostras, transcri¢ao reversa do RNA
em DNA complementar (cDNA), que sofre amplificagdo e quantificagdo. Essa metodologia ¢

bastante precisa, devido sua alta sensibilidade (Machado et al., 2020).

2.3.2 Ensaio de imunoabsorciao enzimatica (ELISA)

O ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) ¢ um teste soroldgico, que ocorre a
partir da interagdo antigeno/anticorpo. Ele pode identificar os anticorpos ou os antigenos
presentes nas amostras, dependendo do teste a ser aplicado. Existem os testes, direto, indireto,
sanduiche e competitivo, cada um deles possui uma metodologia diferente, consistindo

basicamente na utilizacdo de antigenos, sendo esses do paciente ou sintetizados, anticorpos de
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captura e anticorpos de detec¢cdo marcado com uma enzima, que na presenga de substrato muda
a cor do meio. O resultado € observado pela alteracdo da cor (Xu et al., 2022).

O ELISA ¢é um ensaio barato e facil de se realizar, e define, na maioria das vezes, a taxa
de anticorpos (IgA, IgM e IgG) produzidos a partir do acometimento pelo SARS-CoV-2, sendo
determinados como bons biomarcadores da COVID-19. Esse método pode ser utilizado para
auxiliar e complementar outros testes, ja que obtém uma sensibilidade muito alta apos 21 dias

do inicio dos sintomas (Roy et al., 2020).

2.3.3 Ensaio de fluxo lateral (LFA)

O ensaio de fluxo lateral (LFA) ¢ o mais comum para de detec¢do do SARS-CoV-2 em
unidades de atendimentos. Quando se compara a complexidade do ensaio com o RT-qPCR e
ELISA, o LFA se mostra bastante simples e rapido, sem a necessidade de qualifica¢do para
realizd-lo. O LFA permite a efetivagdo de agdes para conter a doenga e garantir a saude do
paciente (Soh; Chan; Ying, 2020).

O objeto em que se realiza o LFA contém duas linhas, teste e controle, e o pogo onde ¢
adicionado o material do paciente. O principio do teste se baseia na ligagdo do antigeno com o
anticorpo, onde o paciente fornece a amostra, que se liga a um anticorpo especifico marcado
com nanoparticulas de ouro, em seguida ¢ imobilizada por um anticorpo na linha de teste, os
anticorpos especificos marcados com ouro que sobram na reagdo, vao para linha de controle,
onde sdo imobilizados. Portanto, quando o paciente estéa positivado, duas linhas aparecem, caso

contrario, apenas uma ¢ expressa na linha de controle (Yiice; Filiztekin; Ozkaya, 2021).

2.4 SARS-CoV-2 EM AGUAS RESIDUAIS

Existem inimeras formas do virus da COVID-19, o SARS-CoV-2, adentrar no sistema
de esgoto, Figura 3, sendo essas, por meio do vomito, expectoragdo, higienizagdo das maos,
urina, e principalmente pelas fezes, que pode ser identificada em pacientes com ou sem
sintomas da doenga, até mesmo, apds o resultado negativo em esfregacos da garganta e urina
(Gogoi et al., 2024).

Alguns estudos mostraram a presenca do material genético do SARS-CoV-2 nos
efluentes. Larosa e seus colaboradores ef al. (2020) encontraram RNA viral em 50% das
amostras obtidas do afluente de ETEs na Italia. Da mesma forma ocorreu na Republica Tcheca,

onde verificaram que 11,6% das amostras coletadas de dguas residuais ndo tratadas foram
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positivas para 0o RNA do SARS-CoV-2 (Mlejnkova et al., 2020).

Outro estudo realizado por Hasan et al. (2021), verificou a presenga do material genético
do novo coronavirus em 100% dos afluentes nas ETEs analisadas, em contrapartida, nenhum
efluente tratado pela ETE apresentou concentragdo do virus, indicando a eliminagdo do RNA
viral ou fragmentos desse. A etapa de desinfec¢do se mostrou muito eficiente para a eliminacao
dos fragmentos de RNA do virus, essa pode ocorrer pela utilizagdo de cloro, etanol,

formaldeido, altas temperaturas e radiagdo ultravioleta (Tiwari et al., 2021).

Figura 3 — Representacdo da entrada do virus na rede de esgoto por meio de um paciente
infectado
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2.5 EPIDEMIOLOGIA DO VIRUS SARS-CoV-2 NO ESGOTO

O esgoto ¢ uma matriz complexa, com uma extensa quantidade de marcadores fisicos e
quimicos, por meio dele € possivel extrair informagdes importantes sobre uma populagao, suas
atividades, satde, caracteristicas ¢ habitos (Choi et al., 2018).

O monitoramento por meio do esgoto foi e continua sendo muito utilizado para
investigar a utilizacdo de drogas e alcool em uma determinada populagdo. Constitui-se uma
ferramenta barata e esclarecedora em diversas areas, como, exposi¢ao de poluentes e ocorréncia
de doengas (Lorenzo; Pico, 2019). A epidemiologia baseada em esgoto foi utilizada para
acompanhar patogenos da familia Picornaviridae, como o poliovirus, causador da poliomielite
(Kilaru, et al., 2022). Pioneiramente, por meio do monitoramento de aguas residuais, em 1939,
foi identificado pela primeira vez o poliovirus em efluentes na cidade de Charleston, Carolina
do Sul (Paul; Trask, Gard, 1940). Ao considerar a excre¢do de pacientes sintomaticos e
assintomaticos, a poliomielite continuou sendo monitorada de forma proativa por muitos anos.
Realizou-se intervengdes e medidas de saude publica a partir da vigilancia de efluentes por
meio da EBE, essa foi uma ferramenta essencial para a erradicacao do poliovirus (Asghar ef al.,
2014).

E importante destacar que esse método ndo se caracteriza como substituto dos testes
clinicos para deteccdo de doengas, porém pode auxiliar nesse quesito, de forma a ser uma
alternativa para realizacao de testagem em larga escala, principalmente em locais onde ndo se
tem acesso recorrente a testes clinicos (Hart; Halden, 2020).

Ao encontrar fragmentos de RNA viral do SARS-CoV-2 em esgoto, surge a
possibilidade de monitorar a concentracdo do seu material genético através de efluentes,
empregando a epidemiologia baseada em esgoto. A EBE pode ser utilizada, portanto, como
teste complementar, ao determinar a presenca e concentracdo do RNA do SARS-CoV-2 pode-
se indicar a tendéncia de infeccdo da doenga na populagdo (Bibby et al, 2021).

Fragmentos do material genético do SARS-CoV-2 foi detectado em novembro de 2019
em Floriandpolis, a partir do monitoramento do esgoto na cidade, tal resultado indicou a
possivel presenga do RNA viral trés meses antes (novembro de 2019) do virus de fato ser
confirmado e oficializado via testes clinicos no Brasil (Fongaro et al., 2021). O mesmo ocorreu
com o experimento de Medema e seus colaboradores (2020b), o qual verificou e descreveu pela
primeira vez, resultados positivos para 0 RNA do SARS-CoV-2 em aguas residuais,
especificamente na regido génica N3, seis dias antes de confirmar oficialmente o primeiro caso

na cidade de Amersfoort, na Holanda. Portanto, a partir do monitoramento do esgoto € possivel
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identificar precocemente o surto da doenca e criar estratégias para que retarde a propagagao
dessa, visto que o RNA viral pode estar presente nas dguas residuais antes da testagem clinica
positiva (Giglio et al., 2021).

Um estudo realizado no sul da Italia identificou a partir do monitoramento das aguas
residuais, que o0 SARS-CoV-2 foi detectado concomitantemente aos casos positivos relatados
nos municipios objetos da pesquisa, sendo possivel identificar uma relagdo direta entre a
presenca do RNA de SARS-CoV-2 no esgoto e os casos positivos para a doenca COVID-19
(Giglio et al., 2021). Chernicharo et al. (2021) afirmam que os casos estimados pelo
monitoramento do esgoto seguem a mesma tendéncia que os relatados pelos boletins
epidemioldgicos, porém em uma propor¢ao mais elevada. Além disso, 0 monitoramento para o
SARS-CoV-2 em esgoto, concorda com o avango no plano de vacinacao dos cidadaos,
diminuindo o RNA viral conforme aumenta a quantidade de pessoas imunizadas (Mendes et
al., 2022). Claro e seus colaboradores (2021) identificaram uma forte correlacdo entre a
concentragdo de RNA viral encontrado no esgoto e dados clinicos para a regido do ABC
Paulista, Sdo Paulo, enfatizando que os picos das concentragdes antecediam os picos de casos
clinicos em aproximadamente duas semanas. Logo, o monitoramento a partir das aguas
residuais se mostra uma ferramenta econdmica e eficiente quando se busca analisar o
comportamento e a prevaléncia do virus em uma comunidade (Gibas et al., 2021).

No Brasil, o esgoto foi e continua sendo monitorado para SARS-CoV-2 nas capitais
brasileiras com o apoio do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia (INCT), ETEs
Sustentaveis, pela Rede Covid Esgotos. Dentre as capitais monitoradas estdo: Belo Horizonte,
Curitiba, Fortaleza, Recife, Rio de Janeiro e Distrito Federal. O principal objetivo da rede foi
expandir informagdes acerca do monitoramento realizado, a fim de contribuir na tomada de
medidas preventivas pelos 6rgaos de saude. Foram divulgados boletins de acompanhamento,
os quais apresentaram dados relevantes sobre a tendéncia temporal das concentragdes virais,
atuando como um alerta precoce e contribuindo para tomada de decisdes eficiente da
administragao publica. Os boletins foram publicados a cada quinze dias ou um més, dependendo
da gravidade dos dados. Além desses, a rede realizou a alimentacdo do dashboard, contendo
informacdes sobre as concentracdes de RNA encontrada em cada ponto amostrado e os
indicadores de saide do municipio estudado, como, casos confirmados, vacinacdo e leitos de
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e enfermaria (INCT, 2024).

Apesar de ser uma excelente ferramenta para acompanhamento da COVID-19, existem
limita¢des que podem se tornar obstaculos para que ocorra uma estimativa efetiva da populagao

infectada a partir da carga viral de SARS-CoV-2, como, a quantidade de carga viral excretada
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pelo paciente. Li e seus colaboradores (2022) apresentam a possibilidade da excre¢do de RNA
viral por escarro no esgoto, por se tratar de um produto diretamente relacionado ao sistema
respiratorio, pode concentrar carga viral em até 6 ordens de grandeza maiores que as fezes. A
vigilancia pelas aguas residuais depende de caracteristicas individuais de excregdo, da
gravidade e do periodo de infeccdo (Karthikeyan ef al., 2021). Outros fatores que podem
interferir no monitoramento do SARS-CoV-2 em 4aguas residuais seriam as caracteristicas
fisico-quimicas e microbiologicas do efluente, visto que esse pode promover altas degradacdes
do RNA viral, diminuindo sua concentragao no meio (Mendes et al., 2022).

Mesmo que o RNA viral seja encontrado em diversas concentragdes e configuragdes, por
exemplo, ele pode ndo ser excretado por pessoas que estdo acometidas pela COVID-19 ou pode
ser excretado por pessoas que ja tiveram a doenga e se encontram com teste clinico negativo,
quando se alia a EBE a testagem clinica, torna-se possivel a compreensdo do comportamento
do virus de forma completa e clara, podendo auxiliar na tomada de medidas para conten¢do da

doenga (Betancourt et al., 2021).

2.6 MONITORAMENTO DO VIRUS SARS-CoV-2 EM AGUAS RESIDUAIS DE
UNIVERSIDADES

O monitoramento nos efluentes para detec¢gdo do RNA viral do SARS-CoV-2 foi uma
acdo desenvolvida por diversas universidades internacionais, Tabela 1, para que as voltas as
aulas fossem seguras durante a pandemia. O monitoramento associado a testagem clinica em
uma Universidade no Arizona, foi muito importante para a contencao da disseminacdo do virus
e possibilitou que a universidade continuasse aberta no segundo semestre de 2020 (Betancourt
etal., 2021).

O monitoramento de SARS-CoV-2 em comunidades pequenas como de uma
universidade ¢ de extrema importincia, pois permite a identificagao de alunos ou colaboradores
positivos a partir do resultado positivo nas amostras de efluentes. A epidemiologia baseada em
esgoto foi utilizada como uma ferramenta de alerta em uma universidade em Israel campus
Technion e garantiu a retomada das aulas nessa. Os alunos e frequentadores do campus
atestaram estar negativos ou positivos para COVID-19, sendo obrigados a informar todos os
dados relacionados a doenga, como duragdo da quarentena, sintomas e resultados dos testes. Os
resultados obtidos no estudo foram usados como um “semaforo” (verde para amostras negativas
e vermelhas, positivas) a fim de analisar a propagagcdo do virus no campus e conter a

disseminagdo desse, evitando problemas graves. Ao comparar dados de concentracdo obtidos
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no esgoto e os dados clinicos atestado pelos alunos, observou-se uma forte correlagdo. A
comunidade universitaria ¢ pequena, e essa correlagdo foi essencial para identificar casos de
COVID-19 desconhecidos. Além disso, os autores encontram um potencial biomarcador da
doenga, a ferritina, encontrada em niveis elevados para as amostras com RNA do SARS-CoV-
2 (Sharaby et al., 2023).

Além dessas, outras universidades realizaram o monitoramento para entender melhor o
comportamento do virus no campus. Mohapatra et al. (2023), realizaram um monitoramento
nas aguas residuais da Universidade Nacional de Singapura, concomitantemente com teste de
antigenos dos individuos que frequentaram o campus, sendo esse realizado de uma a duas vezes
por semana. Ao encontrar resultados positivos em um ponto, todos os usuarios dos sanitarios
do ponto foram testados de forma imediata. Identificou-se uma forte correlacao entre a detecgao
clinica e dos efluentes. Além disso, os autores realizaram um monitoramento de uso de
desinfetantes e antibidticos nos efluentes, e verificaram correlag@o estatistica significativa com
o numero de casos de COVID-19. Sugeriu-se que o aumento de contaminantes emergentes
encontrados no efluente pode estar relacionado com a doenga, podendo utilizd-lo como um
marcador quimico para a doenga.

Da mesma forma, Ash e seus colaboradores (2023) realizaram a analise ¢
monitoramento do esgoto e posteriormente testes clinicos foram aplicados nos residentes do
campus, especificamente dos dormitdrios positivos para os fragmentos de RNA viral. Assim,
foi possivel determinar que a quantidade de copias de RNA/L encontrada no esgoto esteve
correlacionada com o numero de casos clinicos presentes na universidade. Com o
monitoramento foi possivel direcionar a realiza¢do dos testes e diminuir os gastos com esses.

Também realizaram o monitoramento via epidemiologia baseada em esgoto na
Universidade da Califérnia. Foram utilizados 68 amostradores automaticos contemplando 239
edificios do campus. No periodo de monitoramento foi possivel a obtengdo simultanea das
concentragdes de RNA do SARS-CoV-2, dessa forma, gerou-se notificagdes, quando as aguas
residuais se encontravam positivas, para os residentes do campus. A epidemiologia baseada em
esgoto propiciou o diagnostico precoce de aproximadamente 85% de casos de COVID-19 na
universidade (Karthikeyan et al., 2021).

A Universidade Jaume I, localizada na Espanha, realizou o monitoramento da
concentra¢do de fragmentos de RNA viral no campus e conseguiu acompanhar cuidadosamente
um pico de janeiro a fevereiro de 2021, os resultados foram enviados para o setor responsavel
pela saude do campus apo6s trinta horas da realizagdo das coletas. A temperatura dos residentes

foi monitorada, além disso recomendou-se acdes para diminuir as chances de propagacdo do
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virus dentro da universidade (Llanos ef al., 2022).
Na Tabela 1, pode-se observar a concentragdo de RNA viral encontrada nas

universidades, bem como a populagdo contribuinte.

Tabela 1 — Concentragdes de RNA viral encontradas em universidades no mundo

Concentracao

Universidade Populacio Referéncia
(Cépias de RNA/L)
Universidade Jaume I
1,0x10% - 1,0x10° 15.000 Llanos et al. (2022)
(Espanha)
Universidade de
8.000
Tennessee-Knoxville 5,45x10° Ash et al. (2023)
(Estados Unidos)
Universidade de
Technion 1,09x103 3.300 Sharaby et al. (2023)
(Israel)
Universidade Nacional
. Mohapatra et al.
de Singapura 1,0x10° 9.090
. (2023)
(Singapura)
Universidade da
Karthikeyan et al.
California 1,0x10* 7.614
. (2021)
(Estados Unidos)
Universidade de
NI 1,75x10*
Tulane 14.062 Scott et al. (2021)
_ N2 6,76x10*
(Estados Unidos)
Universidade do
N1 2,63x10° Betancourt et al.
Arizona Nao especificada
‘ N2 9,22x10° (2021)
(Estados Unidos)
Universidade Estadual
NI 3,29x10*
de Ohio 7.767 Lu et al. (2022)
N2 2,69x10*

(Estados Unidos)
Fonte: Autora (2024).
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2.7 CARACTERIZACAO DE AGUAS RESIDUAIS

O esgoto ¢ considerado uma matriz complexa, com muitos parametros a ser
considerados. Dessa forma, as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas devem ser
analisadas, pois podem influenciar na concentracao viral de SARS-CoV-2 (Song et al, 2021).

O esgoto doméstico ¢ gerado majoritariamente em residéncias, porém todas as
edificacdes que apresentam banheiros e cozinhas possuem caracteristicas semelhantes, pois
introduzem basicamente, papéis higi€nicos, restos de alimentos e detergentes na rede de esgoto
(Brasil, 2004).

O efluente gerado em uma universidade pode ser considerado esgoto doméstico
(Papaevangelou; Gikas; Tsihrintzis, 2016). Porém pode apresentar resultados discrepantes em
alguns parametros (Menezes, 2017). O esgoto pode sofrer alteracdes de acordo com as
caracteristicas das populagcdes que o utiliza, bem como, as atividades recorrentes e a
temperatura de determinado local (Mendes et al., 2022).

Nesse estudo, o monitoramento das caracteristicas do esgoto possui suma importancia,
pois a partir dele ¢ possivel confirmar que a amostra realmente se tratou de um esgoto com
caracteristicas semelhantes a esse. Fatores, como a dilui¢ao do efluente, mascaram os resultados
relacionados a concentracdo de RNA viral, expressando valores ndo confidveis. Sendo assim,
ao comparar-se a caracterizacao do esgoto com os valores usuais dos seus parametros, mostra-
se confianca nos resultados obtidos no estudo.

Na Tabela 2, pode-se observar dados referentes as concentragdes encontradas em
efluentes domésticos (Muttamara, 1996), e também valores maximos ¢ minimos ou médias
apresentadas por campus universitarios, sendo, os solidos totais, sélidos totais fixos, s6lidos
totais volateis, solidos suspensos totais, solidos suspensos fixos, solidos volateis e DQO
expostos por Menezes (2017) referente a Universidade Federal de Alfenas — campus Pogos de
Caldas, e DBO, fosforo e sulfato apresentados por Papaevangelou, Gikas e Tsihrintzis (2016),
em uma universidade no nordeste da Grécia.

Pode-se observar que o efluente universitario se mostrou instavel, apresentando altos
valores de desvio padrao para os parametros analisados. O pH, sdlidos suspensos ¢ DQO
variaram de acordo com a quantidade de refei¢des servidas na universidade (Menezes, 2017).

Ao se considerar a presenca de caracteristicas complexas no esgoto, muitas vezes,
variaveis e instaveis, pode-se verificar a relagdo dessas com a concentracao de RNA do SARS-
CoV-2, visto que a persisténcia do virus no esgoto pode depender de inimeros fatores, como

pH, temperatura, teor de s6lidos, matéria organica (Tran et al., 2021).
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Tabela 2 — Tabela comparativa entre caracteristicas do esgoto domésticos e obtido em

universidades
Concentracoes em Universidades
Concentracao média (mg/L)
Parametro esgoto doméstico (mg/L) (MENEZES, 2017;
(MUTTAMARA, 1996) PAPAEVANGELOU; GIKAS;
TSIHRINTZIS, 2016)
Solidos totais 500 507,6
Sélidos totais fixos 300 205
Solidos totais volateis 200 311,9
Soélidos suspensos 220 134,5
totais
Solidos suspensos 55 24,6
fixos
Solidos suspensos 165 102,8
volateis
Demanda Bioquimica 220 241,6
de Oxigénio (DBO)
Demanda Quimica de 500 625,38
Oxigénio (DQO)
Fosforo 8 9.8
Sulfato 20 32,2

Fonte: Autora (2024).

Ao analisar a interferéncia desses pardmetros encontra-se que o tempo de locomogao do
esgoto do ponto de partida até o ponto de coleta, assim como a demanda bioquimica de oxigénio
ndo sdo fatores que influenciaram a concentracdo viral, porém a vazdo e a temperatura sao
parametros que interferem na permanéncia do virus no meio (Schussman; Mclellan, 2022)

Em contrapartida, Amoah e seus colaboradores (2022), afirmam ndo haver influéncia
da vazdo na quantificagdo de RNA do SARS-CoV-2, e também da demanda quimica de
oxigénio, j& as amostras que apresentam pH mais préximos ao neutro, concentragcdes mais altas

de amonia e sélidos totais em torno de 900 a 1200mg/L encontra-se as maiores concentracoes
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de RNA viral, ou seja, apresentam interferéncia significativa nas concentragdes. Sendo assim,
definir a capacidade de determinado parametro fisico-quimico interferir na concentragdo do
RNA viral garante a eficiéncia do monitoramento por dguas residuais.

Além disso, entender o comportamento do RNA viral também ¢ importante para o
armazenamento das amostras que sofrerdo futuras analises, ja que, a temperatura ¢ um fator que
retarda a degradagdo do RNA viral. Em até 58 dias, a concentragao do virus se mantém estavel
a uma temperatura de congelamento (-20°C) (Hokajarvi et al, 2021).

Nesse contexto, entender o comportamento do esgoto durante as analises de deteccado e
quantificacdo de fragmentos de RNA viral se mostra importante. Além disso, entender a
correlacdo entre os parametros fisico-quimicos e a concentracdo de RNA viral encontrada na
amostra possibilita a exposicao de dados mais precisos, ademais, presume-se a identificacao de

biomarcadores para a presenga dos fragmentos virais no esgoto.
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3 METODOLOGIA
3.1 LOCAL DE AMOSTRAGEM E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de esgoto bruto foram obtidas no poco de sucgdo da estacdo elevatdria de
esgoto da Universidade Federal de Alfenas — campus Pogos de Caldas (21°48'59.81"S,
46°39'38.96"0), representada nas Figura 4 e 5.

Figura 4 — Disposicao dos prédios da universidade e local de coleta

Universidade Federal de Alfenas Legenda
‘is4n geral de todos os prédios da universidade, gue @ Local de coleta

direcionam seu esgoto para a elevatoria de esgoto, onde
realizou-se a coleta.

i
.

Unlvérw
3/

Local delcoleta

Google Earth

Fonte: Google Earth (2023).

Figura 5 — Elevatoria de esgoto da UNIFAL

= Local deicoleta
.

Fonte: Autora 2023).
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As coletas iniciaram em junho de 2022 perdurando até fevereiro de 2023 (n=23), foram

realizadas em semanas especificas, conforme representada na Tabela 3.

Tabela 3 — Coletas realizadas e respectivas datas

Coleta SE* Data | Coleta SE* Data | Coleta SE* Data
C1 24/22  13/06/22 | C9 32/22  09/08/22 | C17 44/22  08/11/22
C2 25/22  21/06/22 | C10 33/22 16/08/22 | C18 45/22  16/11/22
C3 26/22  27/06/22 | C11 34/22  23/08/22 | C19 47/22  29/11/22
C4 27/22  05/07/22 | C12 38/22  21/09/22 | C20 48/22  06/12/22
C5 28/22  11/07/22 | C13 39/22  28/09/22 | C21 04/23  24/01/23
Cé6 29/22  20/07/22 | C14 40/22  05/10/22 | C22 05/23  31/01/23
C7 30/22  25/07/22 | C15 42/22  20/10/22 | C23 06/23  07/02/23

C8 3122 02/08/22 | C16 43/22  25/10/22

Fonte: Autora (2023).
Notas: SE: Semana Epidemioldgica.

Nas coletas C1 a C3, foi realizada amostragem composta manual por um periodo de sete
horas e meia, coletado as amostras a cada uma hora e meia. Nas coletas C4 a C23, com o auxilio
do amostrador automatico ISCO série 6712 (Figura 6), foi realizada a amostragem composta
por um periodo de doze horas com intervalo de uma hora entre as coletas. Chega ao poco de
succao efluente oriundo da contribui¢do de aproximadamente 1130 usuarios por dia, dentre eles

técnicos, docentes e alunos.

Figura 6 — Amostrador automatico ISCO série 6712 utilizado para realizagao das coletas

o\

1
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Figura 7 — Disposi¢do da sonda no poco de suc¢do da elevatoria

Fonte: Autora (2023).

As amostras foram armazenadas em temperatura de resfriamento durante o periodo de
amostragem, com a adi¢ao de gelo no amostrador, Figura 8. Ao finalizar a coleta, as amostras
foram agrupadas em uma amostra composta (Figura 9) e congeladas a -20°C para posterior
analise. A conservagdo das amostras garantiu as caracteristicas do esgoto, evitando deturpagdo

dos resultados.

Figura 8 — Acondicionamento dos frascos para amostragem no interior do amostrador

nte: Autora (023). .
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Figura 9 — Esgoto obtido durante doze horas de coleta

3.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Inicialmente (C1 a C7) as amostras coletadas foram caracterizadas nas dependéncias do
Departamento Municipal de Agua e Esgoto de Pogos de Caldas (DMAE), com metodologia
propria. Posteriormente foram caracterizadas nos laboratdrios de Microbiologia Ambiental e
Biotecnologia Anaerobia da Universidade Federal de Alfenas — campus Pogos de Caldas,
seguindo metodologia especifica para cada parametro baseando-se no Standart Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2017) e outras metodologias (Tabela 4), sendo
eles a demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio ndo filtrada

(DQO), pH, série de solidos, sulfato e fosforo.

Tabela 4 — Parametros fisico-quimicos e microbiologicos e respectivas metodologias

(continua)
Parametro Codigo/Metodologia
pH 4500-H+B (APHA, 2017)

DQO 5220B (APHA, 2017)

Solidos Sedimentaveis 2540 (APHA, 2017)
Solidos totais 2540 (APHA, 2017)
Soélidos totais fixos 2540 (APHA, 2017)
Solidos totais volateis 2540 (APHA, 2017)
Solidos suspensos totais 2540 (APHA, 2017)

Solidos suspensos volateis 2540 (APHA, 2017)
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Tabela 4 — Parametros fisico-quimicos e microbiologicos e respectivas metodologias

(conclusdo)
Parametro Codigo/Metodologia
Solidos suspensos fixos 2540 (APHA, 2017)
Fosforo total (Valderrama, 1981; Strickland;
Parsons, 1972).
Sulfato 4500-SO4 2- (APHA, 2017)
DBO NBR 12614 (ABNT, 1992)

Fonte: Autora (2023).

3.3 DETECCAO E QUANTIFICACAO DO SARS-CoV-2

Durante todo o periodo de desenvolvimento, o projeto esteve inserido na Rede de
Monitoramento de COVID-19 em Aguas Residuais — MCTI (REMONAR), juntamente com
diversos grupos de pesquisa, que contribuiram para divulga¢ao de trabalhos baseados no
monitoramento de aguas residuais, além de fornecer apoio cientifico e tecnoldgico para
efetivacdo da pesquisa. As amostras foram enviadas, conforme mostra a FiguralO, para o
Laboratorio de Biologia Molecular Ambiental da Universidade Federal do ABC (UFABC),
onde foram realizadas a detec¢do e quantificacdo do SARS-CoV-2. Para obtengdo dos
resultados seguiu as etapas de concentracdo, extragdo e amplificagdo do RNA viral de acordo

com metodologias especificas.

Figura 10 — Amostras enviadas para UFABC

¥
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3.3.1 Concentracio do material genético nas amostras de esgoto

O procedimento de concentragdo do material genético presente nas amostras de esgoto
bruto realizado pela UFABC ocorreu a partir de uma modificagdo da técnica de concentragao
com polietilenoglicol (PEG) (Cabral et al, 2020). Essa etapa consistiu na recuperagdo das
particulas virais e acidos nucleicos suspensos no esgoto. Em um tubo falcon de 50mL, foi
adicionado 0,9g de cloreto de sodio (NaCl), e 4g de polietilenoglicol (PEG) 8000, em seguida
foi adicionado 40 mL das amostras, foi homogeneizado o contetido do tubo para dissolugao dos
reagentes. Para facilitar a precipitagdo os tubos foram colocados na geladeira por 30 minutos e
posteriormente realizou a centrifugacdo em centrifuga refrigerada (4°C) por 1 hora a 15.000xg
ou 2 horas a 7.500xg. Apos centrifugacdo a parte aquosa foi descartada, eliminando todo
excesso de liquido e mantendo o pellet no tubo. O pellet foi lavado com 0,4 mL de solugdo
tampao salina-fosfato (PBS) 1x estéril, para completa remog¢ao dele. Em um microtubo com o
pellet e o PBS foi adicionado 1,0 mL de fenol 4cido, em seguida o conteido do microtubo foi
homogeneizado e obteve-se uma amostra com aspecto leitoso, que foi congelada a -20°C para
realizar a etapa de extragdo do RNA nos dias seguintes. Para determinagdo da eficiéncia da
concentragdo verificou-se a recuperagao do plasmideo pET28a, utilizando PCR e eletroforese
em gel de agarose 1% corado com UniSafe Dye® para visualizar a recuperagdo pelo

fotodocumentador UV (Cabral et al., 2020).

3.3.2 Extracido do RNA do SARS-CoV-2

Para a extracao foi utilizado o PureLink RNA Mini Kit, seguindo a metodologia exposta
por Cabral et al., (2020). Sendo assim, as amostras foram descongeladas e em seguida
homogeneizadas para garantir a aparéncia leitosa, adquirida na etapa de concentracdo. Em
seguida foi realizada a centrifugag@o na centrifuga refrigerada a 4°C por 10 minutos a 12.000g
para limpar a amostra. A parte aquosa oriunda da centrifugagdo, continha os fragmentos de
RNA viral. Dessa forma, a amostra foi adicionada a 0,3 mL de Lysis Solution em um microtubo.
Em seguida foi adicionado 1 mL de etanol 70%, homogeneizou. Foi transferido 0,7 mL de
material para a coluna do kit de extragdo e foi centrifugado por 1 minuto.a 12.000g, repetiu o
procedimento por duas vezes até que toda a amostra passou pela coluna. Posteriormente foi
realizada a lavagem para retirada de contaminantes, ela foi realizada com 0,7 mL de Wash
Buffer 1, e centrifugou por 1 minuto a 12.000g, descartou o filtrado. Em seguida acrescentou

0,5 mL de Wash Buffer II e centrifugou novamente por 1 minuto a 12.000g. O procedimento
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foi repetido. Apos a segunda lavagem, o filtrado foi totalmente descartado e centrifugou apenas
a coluna para que nao tivesse excesso de etanol, deixando-a totalmente seca. Por fim, a coluna
foi transferida para um novo microtubo, onde foi adicionado 80 pL agua ultrapura livre de
RNAse, fazendo o desligamento do 4cido nucleico da coluna e recuperado no novo microtubo
apos centrifugacdo por 2 minutos a 12.000g. O RNA extraido foi congelado a -80°C. A taxa de
recuperagdo viral para verificagdo da eficiéncia da concentragdo e extracao foi realizada a partir
da contaminacdo da amostra pelo RNA de um virus respiratorio bovino, a submeteu aos
mesmos procedimentos de concentragdo e extracdo e realizando o RT-qPCR, a fluorescéncia
emitida foi capturada e realizou-se a quantificacdo pela curva padrdo e o célculo da taxa de

recuperagao.

3.3.3 Deteccao e quantificacio do SARS-CoV-2

Apos as etapas de concentragdo e extracdo do RNA viral, realizou-se a etapa de detec¢ao
e quantificagdo desse. Para cada SuL de amostra utilizou-se 10uL de master mix, 1,5uL de
primer e sonda especificos para a regido génica N1 e N2 do SARS-CoV-2 de acordo com o
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (Tabela 5), 3,15 uL de agua livre de
nucleases e 0,35uL. de SuperScript III RT/Platinum Taq. Apo6s a juncdo de todos reagentes,
foram homogeneizados e adicionados com a amostra nas cavidades da placa para PCR,
totalizando o volume de 20uL de reagdo em cada pogo. Para controle negativo trocou o volume

de amostra por agua livre de nucleases. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Tabela 5 — Tabela de primers e sondas utilizadas para deteccdo do SARS-CoV-2

Funcio Nome Sequéncia Referéncia

Sonda  2019-nCoV_N1 5-FAM-ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC- (CDC,

TaqMan BHQI1-3' 2023)
Primer 2019-nCoV_NI- 5'-GACCCCAAAATCAGCGAAAT-3 (CDC,
foward F 2023)
Primer 2019-nCoV_NI- 5'-TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG-3' (CDC,
reverse R 2023)

Sonda  2019-nCoV_N2 5-FAM-ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG- (CDC,

TaqMan BHQI1-3' 2023)
Primer 2019-nCoV_N2- 5'-TTACAAACATTGGCCGCAAA-3' (CDC,
foward F 2023)
Primer 2019-nCoV_N2- 5'-GCGCGACATTCCGAAGAA-3' (CDC,
reverse R 2023)

Fonte: Autora (2023).



39

Em seguida a placa foi transferida ao termociclador CFXOpus 96 (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA) para ocorrer a RT-qPCR. No termociclador ocorreu 4 ciclos, constituido pelas
etapas de 1. confecgao do DNA complementar por meio da transcrigdo reversa a 50°C por 30
minutos, 2. inativagdo da enzima transcriptase reversa a 95°C por 3 minutos, 3. 45 ciclos de
desnaturagao (95°C por 3 segundos) e 4. anelamento (55°C por 30 minutos) (CDC, 2023). Os
resultados da quantificagdo foram gerados baseando-se nos valores da curva padrio, esta foi
realizada utilizando como controle positivo um plasmideo com fragmentos de N1 e N2 (2019-
nCoV RT-PCR Positive Control, Norgen #cat PC67102), e esse foi diluido em um fator 1:10
para confeccao da curva padrdo, Anexos A e B (Bueno et al., 2022). Os dados foram enviados

para Universidade Federal de Alfenas, onde foram analisados e organizados.

3.4 DETERMINACAO DA VAZAO E CARGA VIRAL

Para determinagdo da vazdo do esgoto, foi utilizada a vazao estimada, medida de forma
indireta a partir do volume de agua gasto por més na universidade. Esse método baseou-se no
conceito de Von Sperling (2014), que determina a aplicacdo de um coeficiente de retorno ao
volume de dgua consumido, cujo valor ¢ de 0,8, e assim, torna-se possivel determinar o volume
de dgua que volta pela rede coletora de esgoto em um periodo de tempo. No estudo, foi obtido
o volume de consumo a partir das contas de agua disponibilizadas pelo Departamento
Municipal de Agua e Esgoto de Pocos de Caldas (DMAE). Utilizou-se os dados de vazio para
determinagdo da carga viral (cOpias/dia).

A partir da estimativa da vazao do esgoto da universidade, pode-se estimar a carga viral
dos fragmentos de RNA encontrados em copias/dia pela multiplicacdo da vazao (L/s) pela

concentracdo de RNA viral (copias/L), Equacao 1.

Carga viral (copias/dia) = Vazao (L/s) * Conc. de RNA viral (copias/L) * 86400 (s/dia) (1)

3.5 PROCEDIMENTO ESTATISTICO

O fluxograma do procedimento estatistico adotado para analise dos dados ¢ apresentado na

Figura 11.
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Figura 11 — Fluxograma do tratamento estatistico adotado aos dados experimentais

Linearidade Ha linearidade entre os dados?

Normalidade Os dados seguem a distribui¢do normal?

Ha alguma correlagdo entre os dados?

Outliers J Ha presenga de dados discrepantes?
Correlagao J

Fonte: Autora (2024).

3.5.1 Linearidade

A andlise da linearidade se deu por meio da construcao de graficos de dispersao entre
as variaveis de interesse, caracteristicas do esgoto sanitario, € os valores das concentragdes dos
fragmentos de RNA viral, calculando-se o seu coeficiente de determinacdo (r?). Sabendo que
um dos pressupostos mais importantes da linearidade ¢ a distribuicdo normal dos dados,
realizou-se a analise da normalidade dos dados. Caso ndo fossem normais, a analise da

linearidade em tais condig¢des nao ¢ adequada.

3.5.2 Normalidade

E essencial avaliar se os dados seguem uma distribui¢do normal, pois a maioria dos
métodos estatisticos conta com essa suposicdo. Isso nem sempre se confirma, especialmente
em amostras pequenas, como apontado por Ghasemi e Zahediasl (2012). Assim, utilizou-se o

teste de teste de Shapiro-Wilk (Shapiro; Wilk, 1965) nas amostras do estudo.
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3.5.3 Deteccao de outliers

Para a detecgdo de outliers, foi utilizado o intervalo interquartil (IQR) (Equagao (2)),
que ndo depende da normalidade e ¢ calculado como sendo a diferenca entre o terceiro quartil
(Q3) e o primeiro quartil (Q1) dos dados. Valores que estdo abaixo de Q1 - 1.5%IQR ou acima
de Q3 + 1.5xIQR sao frequentemente considerados outliers (Bussab; Morettin, 2023). Para
facilitar a visualizagdo dos outliers, foram construidos graficos do tipo boxplot que representam
fielmente os quartis dos dados experimentais. Além disso, os dados foram normalizados para
que diferentes variaveis em escala de medida diferentes pudessem ser representadas no mesmo

grafico.

IQR=Q3-Q: )

Em que:
IQR = Intervalo interquartil
Qs = terceiro quartil

Q1 = primeiro quartil

3.54 Correlacao entre as variaveis

A partir da analise da normalidade e dos outliers, faz-se necessario estabelecer se a
correlacdo de Pearson (dados normais) ou de Spearman (dados ndo normais) deve ser utilizada.
Apos a avaliagdo da normalidade, considerou-se a auséncia de normalidade em grande parte
dos dados experimentais, dessa forma foi determinada a correlagdo entre as variaveis pela
correlagdo de Spearman. Esta correlagdo ndo pressupde uma relacao linear, nem distribuicao
normal dos dados. Em vez disso, avalia a monotonicidade da relagdo entre as variaveis; ou seja,
a medida que uma variavel aumenta, a outra varidvel tende a aumentar ou diminuir, mas nao

necessariamente a uma taxa constante.
3.5.5 Software
Todos os calculos matematicos e estatisticos foram realizados no sofiware R®, versio

4.3.1 (R Core Team, 2023). Foi utilizada a interface de desenvolvimento RStudio® 2023.12.1
(Posit team, 2024).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETECCAO DE FRAGMENTOS DO RNA VIRAL

As amostras coletadas na universidade representam a contribuicao de aproximadamente
1130 pessoas que utilizam da rede sanitaria diariamente. Durante o periodo de coleta, de junho
de 2022 a fevereiro de 2023, foi possivel obter 23 amostras (n=23). O efluente que chega ao
poco de succdo da elevatoria de esgoto, abrange 100% da universidade, possibilitando a
deteccdo de fragmentos do RNA do SARS-CoV-2 excretados por todos os alunos e
colaboradores nas semanas epidemioldgicas analisadas.

A taxa de detec¢ao do SARS-CoV-2 no esgoto ¢ diretamente proporcional a populagao
contribuinte do efluente, ou seja, quanto maior a populagdo mais facil de detectar RNA viral
(Wu et al., 2021). Mesmo que a populagdo do presente estudo seja pequena, todas as amostras
analisadas (100%) se apresentaram positivas para pelo menos uma regido do nucleocapsideo
(N1 ou N2) do SARS-CoV-2 durante o periodo de amostragem e analises, conforme mostra a
Tabela 6. Isso indica que em todas as semanas analisadas do primeiro e segundo semestre letivo
de 2022, houve pessoas dentro da universidade infectadas pelo SARS-CoV-2, que excretaram
o RNA viral no esgoto.

Lu e seus colaboradores (2022), também detectaram a presenca de RNA viral em todas
as amostras obtidas na Universidade Estadual de Ohio (Estados Unidos da América), em
contrapartida apenas 12,05% das amostras obtidas na Universidade da Carolina do Norte
(Estados Unidos da América) apresentaram-se positivas para SARS-CoV-2 (Gibas et al., 2021),
semelhante a essa porcentagem Sharaby et al. (2023), encontraram 11,50% de amostras
positivas na Universidade Technion (Israel), e na Universidade Jaume I (Espanha) obtiveram
27,9% das amostras positivas (Llanos et al., 2022).

Pode-se observar que a frequéncia da deteccdo de RNA do SARS-CoV-2 ¢ variavel
dentro das universidades, porém, em todas estiveram presentes o material genético do virus,
mesmo que em frequéncias baixas. Esse fato pode estar associado as universidades possuirem
altas taxas de disseminacdo do SARS-CoV-2, devido as grandes aglomeragdes dos discentes

com baixo distanciamento social dentro ¢ fora da sala de aula (Wilson et al., 2020).
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Tabela 6 — Resultados da detecgao do SARS-CoV-2 na UNIFAL

Data Coleta Semana N1 N2
Epidemiolégica
13/06/22 C1 24/22 4
21/06/22 Cc2 25/22 4
27/06/22 C3 26/22 +
05/07/22 C4 27/22 4
11/07/22 C5 28/22 +
20/07/22 Cé6 29/22 +
25/07/22 Cc7 30/22 +
02/08/22 C8 31/22 +
09/08/22 c9 32/22 4
16/08/22 C10 33/22 4 +
23/08/22 Cl1 34/22 4
21/09/22 C12 38/22 4
28/09/22 C13 39/22 4
05/10/22 Cl4 40/22 4
20/10/22 C15 42/22 4
25/10/22 Cl6 43/22 4
08/11/22 C17 44/22 4
16/11/22 C18 45/22 4
29/11/22 C19 47/22 4
06/12/22 C20 48/22 A +
24/01/23 C21 04/23 4
31/01/23 C22 05/23 4
07/02/23 C23 06/23 4

Fonte: Autora (2023).

Em 100% das amostras a regido génica N1 foi amplificada, enquanto apenas 8,70%
apresentaram a amplificagdo da regido N2. Scott e seus colaboradores (2021), detectaram RNA
viral em 54,2% das amostras para regido N1 e 54,2% para a regido N2, as duas regides foram
amplificadas simultaneamente em 49,5% das amostras obtidas na Universidade de Tulane em
Nova Orleans (Estados Unidos). Hong et al. (2021) evidenciam a sensibilidade da regido N1
para deteccao de RNA viral no efluente, ou seja, comparando-se com N2, a regido N1 precisa
da presenga de um menor nimero de pessoas positivadas para a COVID-19 para ser detectada
pelo RT-PCR. Isso reafirma o que foi exposto por Vogels e seus colaboradores (2020),
observado pelos valores mais baixos de Ct. Kazenelson et al. (2023), também comparou os
valores de Ct em amostras obtidas no campus da Universidade da Carolina do Norte
Wilmington, e para N1 foram inferiores quando comparados com N2, sugerindo uma maior
sensibilidade dos iniciadores N1. Esses dados corroboram com os resultados obtidos no

presente estudo, os quais apresentaram detecc¢ao preferencial na regido N1, possivelmente, isso
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ocorreu devido ao numero de contribuintes para o efluente da universidade ser baixo, e
consequentemente, o nimero de pessoas com a doenga também ¢ menor, quando se compara
com os numeros de uma cidade, por exemplo. Como regido génica N1 se apresentou mais

sensivel, foi detectada com maior frequéncia.

4.2 QUANTIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE RNA VIRAL

A concentragdo de RNA viral foi quantificada pela técnica de RT-qPCR. NaFigura 12,
¢ possivel observar nas trés primeiras semanas epidemiologicas (24, 25 e 26) uma concentragao
baixa de RNA viral, que variou de 10?> a 10 copias de RNA/L. Nas 20 semanas seguintes
houveram pequenas variagdes na concentracdo de RNA viral de uma semana para outra,
mantendo-se na ordem de 10° copias de RNA/L. A divergéncia das trés primeiras semanas para
as seguintes pode estar relacionada pela forma de amostragem, pois as coletas C1, C2 e C3,
foram amostradas manualmente, por um periodo menor. Mesmo que ndo seja alarmante, o

resultado positivo indica a presenca de pessoas positivas dentro da universidade.

Figura 12 — Quantificacdo da concentragdo de RNA viral nas semanas epidemiologicas
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Fonte: Autora (2024).
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A média obtida por todas semanas epidemioldgicas analisadas foi de 3,74x10° copias
de RNA/L com desvio padrio de 2,44x10°. Resultados semelhantes foram encontrados por Ash
e seus colaboradores (2023), que obtiveram uma média de 5,45x10° cépias de RNA/L, no
campus da Universidade de Tennessee-Knoxville (Estados Unidos da América) que apresenta
uma populacdo de 8.000 pessoas. Na Universidade Nacional de Singapura (Singapura) também
encontraram concentragdes de ordem semelhante (1,0x10° copias de RNA/L), com 9.090
estudantes (Mohapatra et al., 2023) e na Universidade de Technion (Israel) com concentracdes
médias de 1,09x10° copias de RNA/L, com contribuicio de 3.300 pessoas (Sharaby et al.,
2023).

A discrepancia entre os valores de populagdo pode ser observada. Pois as concentracdes
obtidas sdo semelhantes entre todos os estudos aqui apresentados e o presente estudo. Porém, o
numero de contribuintes ndo, variando de 1130 a 9090 pessoas. Ao se considerar a razao entre
média de concentracdo viral pela populacdo contribuinte do efluente, observa-se 330,97
RNA/L.pessoa para o estudo atual, 68,13 RNA/L.pessoa para a Universidade de Tennessee-
Knoxville (Estados Unidos da América), 11,00 RNA/L.pessoa para a Universidade Nacional
de Singapura e 33,03 para a Universidade de Technion em Israel (Ash ef al., 2023; Mohapatra
et al., 2023; Sharaby et al., 2023). Assim, a Universidade Federal de Alfenas — campus Pogos
de Caldas (Brasil), possui uma razao extremamente acima do observado na literatura, enquanto
as outras universidades com concentra¢des semelhantes, apresentam valor baixos, porém
também apresentam divergéncias, mesmo que menores, entre si.

A estimativa de pessoas que contribuiram para detecc¢ao e quantificacdo do SARS-CoV-
2 ¢ muito subjetiva, visto que as comunidades ndo possuem um valor fixo de RNA viral
excretado, a populagdo a depender de suas caracteristicas sociais e fisioldgicas possuem uma
taxa especifica de excrecdo de RNA viral por meio das fezes (Prasek et al., 2022). Fluidos
corporais diversos apresentam SARS-CoV-2, entre eles estdo urina, fezes, escarros € sangue,
considerando a possibilidade de que essas excretas possam ser langadas na rede de esgoto, deve-
se leva-las em consideracgao para realizar uma estimativa da populagdo infectada pelo virus (Li
et al., 2022). Dessa forma fazer uma estimativa usando apenas a quantidade de SARS-CoV-2
eliminados pelas fezes se torna muito superficial.

Os dados de vazao de esgoto foram obtidos por Von Sperling (2014), considerando um
retorno de 80% da dgua consumida mensalmente na universidade. A partir do consumo de agua,

foi possivel estimar a carga viral dos fragmentos de RNA encontrados em cépias/dia, Tabela 7.
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Tabela 7 — Carga viral dos fragmentos de RNA a partir dos dados estimados de vazao

Data  Coleta SE Consumo Vazio Concentragio Carga
mensal (L/s) (copias/L) viral

(m?) (copias/d)
13/06/22 1 24 270 0,0456 9,00E+02 3,55E+06
21/06/22 2 25 270 0,0492 1,80E+03 7,65E+06
27/06/22 3 26 270 0,0565 9,50E+02 4,64E+06
05/07/22 4 27 465 0,0430 4,80E+05 1,78E+09
11/07/22 5 28 465 0,1425* 5,90E+05 7,26E+09
20/07/22 6 29 465 0,1425* 5,80E+05 7,14E+09
25/07/22 7 30 465 0,1425* 6,00E+05 7,39E+09
02/08/22 8 31 350 0,1080* 5,40E+05 5,04E+09
09/08/22 9 32 350 0,1080* 5,30E+05 4,95E+09
16/08/22 10 33 350 0,1080* 5,10E+05 4,76 E+09
23/08/22 11 34 350 0,1080* 5,80E+05 5,41E+09
21/09/22 12 38 285 0,0880 3,50E+05 2,66E+09
28/09/22 13 39 285 0,0880 7,40E+05 5,63E+09
05/10/22 14 40 260 0,0802 4,90E+05 3,40E+09
20/10/22 15 42 260 0,0802 5,20E+05 3,60E+09
25/10/22 16 43 260 0,0802 1,50E+05 1,04E+09
08/11/22 17 44 175 0,0540 2,00E+05 9,33E+08
16/11/22 18 45 175 0,0540 1,40E+05 6,53E+08
29/11/22 19 47 175 0,0540 2,48E+05 1,16E+09
06/12/22 20 48 84 0,0259 1,05E+05 2,35E+08
24/01/23 21 176 0,0543 1,31E+05 6,15E+08
31/01/23 22 5 176 0,0543 2,61E+05 1,22E+09
07/02/23 23 6 143 0,0441 8,46E+05 3,22E+09

Fonte: Autora (2023).
Nota: Nos periodos destacados, ocorreram procedimentos de irrigacdo na UNIFAL, podendo estar relacionada
com valores mais altos de vazdo.

As cargas virais sdo parametros que podem ser utilizados para informar a entidade
competente de satide acerca das tendéncias que determinada doencga de transmissao comunitaria
possui, quando a testagem ¢ escassa (Corchis-Scott ef al., 2021). Elas permitem estimar a
quantidade de copias de RNA viral por dia, que foram encontradas no efluente no dia da coleta
a partir da estimativa da vazao mensal.

A média da carga viral encontrada durante todas as semanas analisadas no estudo foi de
2,96x10° com desvio padrio de 2,48x10° copias de RNA/dia para uma populagio estimada de
1130 pessoas que frequentam a UNIFAL, e uma vazdo média de 0,79 L/s. Augusto e seus
colaboradores (2022), observaram que para uma populagdo de 1,4 milhdes de habitantes, e

vazdo de 2.838 L/s, foi encontrada uma carga viral que variou de 1x10'3a 1x10'* copias de
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RNA/dia em uma ETE de larga escala no ABC Paulista, Brasil. Em Goiania, foram analisadas
amostras durante as semanas epidemiologicas de 2021 e 2022, e entre as semanas analisadas
positivas, a carga viral se apresentou entre 1,0x10'*a 1,0x10' copias de RNA/dia, para uma
populagdo de 1,1 milhdes de pessoas (Mendes et al., 2022). Diferengas sao encontradas entre a
literatura e o presente estudo, principalmente pela quantidade de pessoas que contribuem para
o efluente. Na universidade a populagdo ¢ extremamente baixa quando se compara com uma
cidade e pode-se observar uma diferenca de no minimo 4 ordens entre o presente estudo e os

dois outros aqui apresentados, o que € esperado, pela divergéncia da populagdo contribuinte.

4.3 CENARIO DA PANDEMIA DA COVID-19 NAS SEMANAS ANALISADAS

Durante o periodo de coleta fez-se importante contextualizar a situacdo do estado de
Minas Gerais, bem como da cidade de Pogos de Caldas, onde esta localizada a universidade da
presente pesquisa. Os dados foram baseados nos boletins informativos da Universidade Federal
de Alfenas (UNIFAL, 2022) e nos dados da Prefeitura Municipal de Pogos de Caldas (POCOS
DE CALDAS, 2023).

Ao iniciar as coletas no dia 13 de junho de 2022, o ntimero de casos em Minas Gerais
se encontrava em crescimento, vale enfatizar que os 0bitos, comparando com junho de 2021,
apresentaram seis vezes menores. O Sul de Minas Gerais, regido que integra a cidade de Pogos
de Caldas, apresentou maior taxa de incidéncia diaria semanal. Em Pocos de Caldas a semana
foi marcada por crescimento no niimero de casos e 0bitos. No dia 21 de junho, segunda coleta,
foi marcada pelo provavel fim da segunda onda da variante Omicron. Houve uma pequena
interrup¢do do aumento de casos em Minas Gerais, ¢ em Pocos de Caldas houve estabilidade
no numero de casos, em contrapartida, houve aumento no nimero de obitos. No dia da terceira
coleta, 27 de junho de 2022, os casos voltaram a aumentar em Minas Gerais, devido a um
feriado nacional. Em Pocos de Caldas, o numero de casos diminuiu e o de Obitos esteve em
crescimento.

Na primeira de semana de julho, quarta coleta, Pocos de Caldas apresentou estabilidade
no numero de 6bitos e os casos comecaram a aumentar novamente, o primeiro ocorreu devido
ao aumento da cobertura da vacinagdo e o segundo pelo relaxamento das medidas preventivas.
Na quinta coleta, dia 11 de julho de 2022, o numero de casos se estabilizou na cidade de Pogos
de Caldas e o numero de 6bitos caiu. No dia 20 de julho de 2022, observou-se a insuficiéncia
da vacina para conter o rapido contdgio, e iniciou uma mobilizagdo para utilizar mascaras,

embora na cidade ainda houvesse queda no niimero de casos e estabilidade nos Obitos. Na
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semana seguinte, 25 de julho de 2022, houve crescimento no nimero de casos e de obitos em
Pogos de Caldas, e as criangas se tornou uma classe vulneravel.

No més de agosto, houve 4 semanas de coletas, sendo que ao inicio do més observou-
se uma estabilidade no numero de casos, seguido por quedas nas proximas semanas. E os obitos
iniciaram o més em queda, porém nas duas ultimas semanas observou-se um aumento. Vale
ressaltar que nesse periodo houve riscos de subnotificacdo de novos casos, visto que, a
populagdo negligenciou em relacao a COVID-19.

A partir de setembro até outubro de 2022, realizou-se 5 coletas, as quais foram marcadas
por um 6timo periodo, com queda no nimero de Obitos, estabilizagdo do numero de casos.

Em novembro do mesmo ano, surgiu a subvariante BQ.1, com maior risco de contagio,
por isso, foi necessaria a conscientizagao sobre a utilizacdo de mascaras e distanciamento social
novamente. Minas Gerais, especialmente o Sul de Minas, viveu uma nova onda da COVID-19,
perdurando até dezembro, acreditando-se que as festividades da Copa do Mundo refletiram
negativamente no estado da doenca em Minas Gerais, acelerando o contagio que ja vinha
crescendo no més anterior. Em janeiro e fevereiro de 2023, trés ultimas coletas do presente
estudo, a média mével de casos e 6bitos foi baixa, a vacinagdo se estendeu para bebés nesse
periodo, trazendo maior cobertura da vacina.

Apos a contextualizacdo sobre a pandemia no periodo de coleta da presente pesquisa,
foi possivel comparar as concentragdes encontradas no esgoto da UNIFAL, com a média mével

de casos confirmados pela Prefeitura Municipal de Pogos de Caldas, Figura 13.

Figura 13 — Média moével de casos em Pocos de Caldas e a concentragdo de RNA viral
encontrada na UNIFAL
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Pode-se observar que em Pogos de Caldas e no estado de Minas Gerais como um todo,
o periodo que se realizou a coleta foi marcado por instabilidades, com aumento e queda no
numero de casos e 0bitos, adquirindo estabilidade nos meses de setembro e outubro de 2022.
No entanto, na Universidade Federal de Alfenas, a concentragdao dos fragmentos de RNA viral
permaneceu constante desde a quarta coleta, em julho de 2022 até a ultima coleta, em fevereiro
de 2023. Dessa forma, a universidade da presente pesquisa ndo consegue por si s6 emitir alerta
precoce para a cidade Pogos de Caldas, possivelmente por envolver alunos residentes em

cidades alheias, que nao foram contabilizados nas médias moveis municipais.

4.4 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DO ESGOTO

As caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas de um efluente possuem uma forte
relacdo com o comportamento da sociedade, nos ambitos sociais, culturais em que ela se
enquadra. Bertolino, Carvalho e Aquino (2008), constataram que os parametros fisico-quimicos
de um campus universitario se assemelharam com a caracterizacao do esgoto doméstico.

As caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas dos efluentes coletados no decorrer
do presente estudo, estdo expostas no Apéndice A. Na Tabela 8, pode-se observar os valores
maximos, minimos, média e o desvio padrao dos pardmetros fisico-quimicos e microbiologicos

analisados, levando em consideragdo as 23 coletas realizadas.

Tabela 8 — Valores obtidos dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos analisados

(continua)
Parametro Minimo Maximo Média Desvio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) Padrao
(n=23) (mg/L)
(n=23)
DQO 229 1336 531 257
DBO 39 908 234 204
ST 234 1269 550 211
STV 22 894 301 196
STF 12 410 250 98
SST 56 920 157 183
SSV 30 787 127 157
SSF 6 133 31 29
Fésforo 1,89 11,36 5,89 2,63

Sulfato 10,84 61,40 34,37 13,93
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Tabela 8 — Valores obtidos dos parametros fisico-quimicos e microbiologicos analisados

(conclusao)
Parametro Minimo Maximo Média Desvio
(n=23) Padrao
(n=23)
pH 7,75 8,96 8,49 0,27
Parametro Minimo Maximo Média Desvio
(mL/L) (mL/L) (mL/L) Padrao
(n=23) (mL/L)
(n=23)
Solidos sedimentaveis 0,10 25,00 2,70 5,36

Fonte: Autora (2024).

A média dos parametros obtidos para o efluente da UNIFAL durante o periodo analisado
se assemelham com as concentragdes gerais de esgoto doméstico exposto por Muttamara
(1996), Tabela 2. Também corresponde ao exposto por Papaevangelou, Gikas e Tsihrintzis
(2016), que desenvolveram um estudo, o qual analisou parametros como DBO, DQO, fésforo,
sulfato e pH de um afluente universitario, antes de entrar para o tratamento especifico, no
nordeste da Grécia.

O pH da universidade do presente estudo variou de 7,75 a 8,96, com média de 8,49 +
0,27. Nessa mesma universidade obteve-se valores de média, minimo € maximo de 7,07, 4,51
e 8,02 respectivamente (Menezes, 2017). Outros valores de pH foram encontrados na literatura
em universidades internacionais; em Marrocos, o pH variou de 7,18 a 8,18 (Grimah et al.,
2023), e na Grécia, com o valor de 7,5 (Papaevangelou; Gikas; Tsihrintzis, 2016).

Pdde-se observar que o efluente gerado na UNIFAL permaneceu basico durante todo o
periodo de andlise. A principal hipotese dessa constatacdo seria o descarte inadequado de
residuos laboratoriais alcalinos na rede de esgoto da universidade. Estudos podem ser
desenvolvidos para buscar quais as atividades realizadas atualmente dentro da universidade,
que estdo elevando o pH, visto que em 2017 foram observados valores proximos ao neutro.
Além disso, conscientizar os usuarios dos laboratdrios sobre o manejo e gerenciamento de
residuos dentro desses.

Valores dos solidos foram comparados com os parametros da mesma universidade
apresentado por Menezes (2017), os quais variaram de 221 a 1254 mg/L os solidos totais, 97,00
a 965,00 mg/L, solidos totais volateis, 0 a 580 mg/L os sdlidos totais fixos. Considerando os
solidos totais, pode-se observar semelhanca nos dados, sendo, 234,00 mg/L a 1269,00 mg/L

para o presente estudo. Em relacao aos s6lidos suspensos totais, obteve-se valores que variaram
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de 56,00 a 920 mg/L, diferindo-se do valor encontrado na universidade em 2017, com variagao
de 3,33 a 486,67 mg/L. (Menezes, 2017).

Os valores de fosforo total obtidos variaram de 1,89 a 11,36 mg/L, encontrou-se
resultados que variaram de 0,25 a 9,8 mg/L em universidades internacionais (Grimah et al.
2023; He et al. 2018; Paevangelou; Gikas; Tsihrintzis, 2016). Enquanto que para sulfato,
encontrou-se valores variando de 10,84 a 61,40 mg/L com média de 34,37 + 13,93 mg/L, valor
proximo ao encontrado por Papaevangelou, Gikas e Tsihrintzis (2016), 32,2 mg/L.

Em relacao aos parametros de DQO e DBO, observou-se valores variando de 228,50 a
1336,00 mg/L, média de 531,02 + 256,63 mg/L, e varia¢do de 39,42 a 908,10 com média de
233,93 + 204,22 mg/L, respectivamente. Na UNIFAL, em 2017, o valor minimo da DQO
encontrado foi de 28,00 mg/L, extremamente abaixo do encontrado no presente estudo, contudo
o valor maximo apresentou proximidade, sendo de 1650,00 mg/L (Menezes, 2017). Outros
valores de DQO foram encontrados em universidades, variando de 126,00 a 1151,00 mg/L
(Grimah et al. 2023; He et al. 2018; Papaevangelou; Gikas; Tsihrintzis, 2016). Para DBO,
encontrou-se valores semelhantes em uma universidade localizada na Grécia, de 241,60 mg/L
(Papaevangelou; Gikas; Tsihrintzis, 2016). A razdo de biodegradabilidade do efluente da
UNIFAL foi calculada. Obteve-se DQO/DBOs 20 de 2,27, esse valor € usualmente observado
em esgoto doméstico bruto, o qual se apresenta entre 1,7 a 2,4. Valores altos da razdo indicam
a presenca consideravel de materiais inertes, ¢ deve observar a possibilidade de realizar um
tratamento fisico-quimico caso ocorra, enquanto valores baixos mostram alta quantidade de
material biodegradavel, que ¢ facilmente removido do efluente por tratamentos bioldgicos (Von
Sperling, 2014). Portanto, o esgoto da universidade apresentou boa biodegradabilidade, nao
necessitando de tratamento fisico-quimicos especificos, dessa forma, o tratamento biologico
seria suficiente para trata-lo.

Os parametros apresentados variaram de forma significativa durante as coletas
realizadas, o que mostra instabilidade no esgoto da Universidade Federal de Alfenas. Apesar
disso, as caracteristicas apresentadas no esgoto mostraram que, de fato, o efluente apresentou
comportamento semelhante ao esgoto doméstico, dessa forma, os resultados obtidos
relacionados a concentragdo de RNA viral ndo tiveram nenhum interferente que poderia dar
alteragdes na interpretagdo do resultado.

Mesmo assim, por ser considerado uma matriz complexa e instavel, foi analisada a
existéncia de correlacao entre os parametros do efluente e a concentracdo dos fragmentos de

RNA viral encontrados nele.
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CORRELACAO ENTRE AS CARACTERISTICAS DO EFLUENTE E A
CONCENTRACAO DOS FRAGMENTOS DE RNA VIRAL

Além da analise acerca da concentragao de RNA viral encontrada no esgoto bruto da

Universidade Federal de Alfenas, buscou-se uma relacdo estatistica entre parametros fisico-

quimicos e microbioldgicos com a concentracdo de RNA viral.

Primeiramente, realizou-se a analise de linearidade, por meio dos diagramas de

dispersdo, Figura 14.

Figura 14 — Diagramas de dispersdo dos dados experimentais para analise de linearidade
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Fonte: Autora (2024).

Pode-se observar que nenhum dos parametros apresentaram linearidade com a

concentracdo dos fragmentos de RNA viral, visto que, os valores do coeficiente de

determinagdo foram inferiores a 0,14. Vale enfatizar, que a auséncia de linearidade ndo indica

que nao existe correlacdo entre as varidveis. Portanto, foram avaliados inicialmente a

normalidade dos dados, apresentados na Tabela 9.
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A maioria dos dados ndo se apresentaram normais, provavelmente devido ao niimero de
amostras ser relativamente baixo. Nesses casos, ¢ comum a auséncia de normalidade, fazendo
com que seja necessario o uso de testes nao paramétricos para a avaliacao estatistica posterior.
E importante ressaltar a relevancia desse tipo de analise face a necessidade de verificagido dos
pressupostos de normalidade dos testes frequentemente utilizados.

A avaliagdo da presenca de outliers confirmou a existéncia de dados experimentais
discrepantes, cuja retirada dos dados ¢ decisdao do pesquisador. Nesse trabalho, optou-se por
sua retirada considerando o intervalo interquartil (IQR), para que as analises de correlagao
fossem realizadas sem o efeito de dados extremos. Na Figura 15 sdo apresentados os graficos

box-plot dos dados experimentais com os outliers representados por pontos cheios.

Tabela 9 — Normalidade dos dados experimentais

Parametro Normalidade*
pH Sim
DQO Nao
DBO Nao
ST Nao
STV Nao
STF Sim
SST Nao
SSv Nao
SSF Nao
Solidos Sedimentaveis Nao
Fosforo Sim
Sulfato Sim
RNA viral Sim

Fonte: Autora (2024).
Notas: *Segundo Shapiro-Wilk com 95% de significancia.
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Figura 15 — Box-plot dos dados experimentais normalizados
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A analise de correlacao do Spearman (Figura 16) mostrou elevadas correlagdes entre os
parametros de esgoto. Isso indica que o estudo se utilizou de esgoto com caracteristicas
semelhantes aos esgotos sanitarios encontrados nas cidades. Especificamente no que diz
respeito a correlacdo com a concentragao de RNA viral, os solidos sedimentdveis apresentaram
forte correlagdo, superior a 0,591, podendo indicar que os fragmentos de RNA viral estavam
aderidos em particulas de fezes no esgoto sanitario. Um estudo verificou uma frequéncia maior
de fragmentos de RNA viral em amostras de s6lidos sedimentaveis quando comparado com o
efluente liquido correspondente aos so6lidos estudados, indicando que, s6lidos sedimentaveis
aderem uma maior carga viral, além de ser encontrado com maior frequéncia, foram

encontrados em concentragdes de 350 a 3100 vezes maiores (Graham et al., 2020).
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Figura 16 — Matriz de correlag@o das varidveis monitoradas no estudo
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Fonte: Autora (2024).

Amoah et al. (2022), afirmam que o virus assume uma estabilidade 6tima em pH
proximos ao neutro. Como pdde-se observar, no presente trabalho o pH permaneceu basico em
todas as semanas analisadas, média de 8,49 + 0,27. Nao houve interferéncia desse parametro na
concentracdo de RNA viral, ou seja, variaram de forma independente. Resultado convergente
ao estudo de Lu et al. (2022), que ndo encontrou correlagdo entre o pH e a concentragdo de
RNA de SARS-CoV-2 em suas andlises, especificamente do gene N1, obtendo correlagdes de
Spearman fracas.

O comportamento da DQO em relagdo a concentracdo de RNA viral é complexo,
portanto, Amoah e seus colaboradores (2022), ndo observaram impacto da DQO na
quantificagdo de RNA do SARS-CoV-2. Também ndo encontraram resultados significativos
acerca da influéncia da concentragao de solidos totais na concentragao de RNA. Em um estudo
desenvolvido por Abreu et al. (2022), também nao foi observada correlagdo forte entre a DQO
e a concentracdo de RNA viral, da mesma forma que ocorreu com o pH e sélidos suspensos
totais.

Pelo modo como ocorreu a amostragem, houve a exposicdo do poco de succdo a
intempéries, principalmente as chuvas, durante as doze horas de coleta. Por isso, foi realizada
a verificacdao da interferéncia da precipitagdo nos dias que ocorreram as coletas, obtida pelo

Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) e os dados de concentragdo do RNA viral. Esses
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foram verificados pelo teste t, obtendo o valor de p = 0,47, sendo assim, ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre a concentragdo de RNA de SARS-CoV-2 e a chuva, dessa forma,
a chuva nao interferiu na concentracdo de RNA viral. Portanto, a dilui¢do no esgoto nao
influenciou a concentragao de RNA viral, tal afirmagao acorda com o exposto por Gibas et al.

(2021), que ndo verificou influéncia negativa de juncdes de dguas e as dilui¢des no esgoto.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O monitoramento do SARS-CoV-2 ¢ uma ferramenta essencial para conter surtos da
COVID-19, esse pode ocorrer tanto por testes clinicos quanto pela epidemiologia baseada em
esgoto. A EBE se mostrou muito eficaz em inimeros estudos realizados em esfera municipal,
permitindo a observagdo precoce dos picos de casos. Pelo presente estudo, foi possivel observar
que o monitoramento nas universidades deveria ocorrer frequentemente, visto que ¢ um
ambiente que hé contato entre os alunos dentro de um ambiente fechado, inviabilizando um
distanciamento social adequado. Ao identificar a presenga dos fragmentos de RNA viral em
concentragdes superiores as concentracdes habituais, pode-se tomar medidas preventivas mais
rigorosas para conter um possivel pico dentro do campus.

O presente estudo apresentou amostras positivas para a presenga de RNA do SARS-
CoV-2 em todas as semanas analisadas, que compreendeu o primeiro e segundo semestre de
2023. Isso indica que houve a utilizagdo da universidade por pessoas que estavam com a
COVID-19 e excretando o RNA na rede de esgoto do campus. Além disso, foi possivel
identificar a concentracao de RNA viral detectado, que iniciou as trés primeiras semanas com
valores entre 1,00 x 10%e 1,00 x 10° copias de RNA/L, permaneceu com resultados na ordem
de 1,00 x 10° copias de RNA/L nas 20 semanas posteriormente analisadas.

Além da detec¢do e quantificacdo de fragmentos de RNA wviral, realizou-se a
caracterizagao do efluente gerado na Universidade Federal de Alfenas campus Pogos de Caldas,
e observou que suas caracteristicas se assemelham aos parametros gerais determinados para
esgoto doméstico, e obteve semelhanca com algumas caracterizagdes de esgotos universitarios.

Foi analisada a correlagdo entre a concentracdo de RNA viral com os pardmetros
analisados no efluente, com o intuito de verificar biomarcadores para a presenga dos fragmentos
de RNA ou algum interferente. Os sélidos sedimentaveis apresentaram correlagdo forte com a
concentracdo de RNA viral e o restante dos parametros ndo interferiu.

O presente estudo foi o primeiro do Brasil que analisou a presenca de RNA de SARS-
CoV-2 em efluentes universitarios, e apesar de apresentar uma populagdo contribuinte pequena,
foi observado RNA viral em todas as semanas analisadas. Portanto, faz-se necessaria a adogao
de projetos que permitam a conscientizagdo da populacdo académica quando detectado os
fragmentos de RNA viral no efluente, visto que a detec¢do pode ser precoce e diminui de forma

significativa a quantidade de casos positivos em uma comunidade.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A epidemiologia baseada em esgoto ¢ uma ferramenta abrangente, pois consegue
monitorar inimeras doencas, que podem ter seus vetores excretados por trato digestivo ou até
mesmo por vias respiratorias na rede de esgoto local. O presente trabalho ficou limitado quanto
a adocdo de projetos que abordassem medidas para conter a dissemina¢do da COVID-19 a partir
da deteccdo do RNA viral no efluente da universidade, visto que os resultados da deteccao e
concentracdo de RNA viral ndo ocorreram de forma simultanea as coletas realizadas. Contudo,
foi um trabalho pioneiro no ambito universitario, que pode impulsionar outros trabalhos a
adotarem politicas de prevencdo para conter a disseminagdo de qualquer doenca com potencial
pandémico, quando o vetor dessa for excretado na rede de esgoto. Essas politicas podem incluir
a publicagdo de boletins informativos, por meio das redes sociais, sobre o status da
concentra¢do dos fragmentos de RNA do SARS-CoV-2 ou outra doenca a ser monitorada no
efluente da universidade, e panfletos de conscientizagdo sobre a doenca e sua prevengao quando

for observado um aumento significativo na concentragao.
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APENDICE A — Caracterizagio dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do esgoto

pH DQO Solidos ST STV STF SST SSV SSF  Fosforo  Sulfato DBO

(mg/L) Sedimentaveis (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
(mL/L)
C.1 8,96 597,00 0,10 618,00 428,00 190,00 84,00 60,00 24,00 10,00 59,80 290,00
C.2 8,50 318,00 0,10 783,30 570,00 213,30 258,00 228,00 50,00 5,60 33,50 -

C3 7,75 646,00 0,40 690,00 640,00 50,00 247,00 185,00 62,00 6,20 35,10 320,00
C4 8,44 669,00 1,30 730,00 480,00 250,00 144,00 94,00 50,00 8,70 48,20 440,00
CS 8,86 798,00 11,00 760,00 443,00 317,00 346,00 274,00 72,00 - 61,40 220,00
C.6 8,52  1336,00 25,00 1269,00 894,00 402,00 920,00 787,00 133,00 - 54,80 908,10
C.7 8,74 566,00 1,10 572,00 330,00 242,00 206,00 170,00 36,00 - 58,40 371,80
C.8 8,29 830,17 2,50 630,00 264,00 366,00 150,00 128,00 22,00 11,36 43,33 400,00
C.9 8,43 436,83 2,50 512,00 270,00 242,00 122,00 110,00 12,00 5,69 35,48 350,00
C.10 8,43 450,17 2,50 546,00 254,00 292,00 164,00 132,00 32,00 5,39 23,25 420,00
C.11 8,19 620,17 1,00 502,00 280,00 222,00 126,00 108,00 18,00 6,70 34,14 120,00

C.12 8,51 916,00 4,00 386,00 156,00 230,00 68,00 62,00 6,00 4,47 23,92 0,00
C.13 8,49 371,00 1,20 420,00 194,00 226,00 80,00 60,00 20,00 6,61 22,52 152,51
C.14 8,33 497,67 1,80 500,00 190,00 310,00 92,00 82,00 10,00 7,66 24,17 108,56

C.15 8,60 393,50 0,50 432,00 22,00 410,00 62,00 46,00 16,00 7,22 26,17 72,43
C.16 8,60 391,00 0,50 518,00 204,00 314,00 60,00 54,00 6,00 7,96 25,81 133,20
C.17 8,51 491,00 0,90 592,00 200,00 392,00 90,00 80,00 10,00 6,52 27,69 138,84
C.18 8,93 393,50 0,30 460,00 198,00 262,00 58,00 46,00 12,00 5,87 26,54 110,18

C.19 8,53 246,00 0,80 438,00 238,00 200,00 90,00 62,00 28,00 3,34 16,92 59,75

C.20 8,03 228,50 2,30 234,00 222,00 12,00 56,00 50,00 6,00 2,30 10,84 39,42
C21 8,54 356,00 0,50 380,00 170,00 210,00 58,00 40,00 18,00 2,13 37,73 106,26

C.22 8,48 241,00 0,60 355,00 120,00 235,00 70,00 30,00 40,00 1,89 31,10 50,54
C.23 8,56 421,00 1,20 332,50 158,75 173,775 61,25 41,25 20,00 2,22 29,70 101,02

Fonte: Autora (2023).
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ANEXO A — Curva padrao de N1 para quantificacio das amostras
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ANEXO B — Curva padriao de N2 para quantificacio das amostras
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